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ABSTRACT 
 
The purpose of this thesis was to establish in vitro apple (Malus domes-
tica) culture and to find a suitable sterilization method and a nutrient me-
dium. The varieties in this research were ´Lepaan Liereä´ and ´Sariola´. 
Both of these varieties are old and valuable and that is the reason why the-
se cultivars should be conservated as genetic resources.  The commission-
er of the thesis was HAMK Lepaa unit micropropagation laboratory. The 
work was carried out in the autumn of 2012. 
 
There has been some research of the micropropagation of the apple. The 
genus of Malus is very challenging to micropropagate and it came out in 
this thesis also. By the end of the experiment all the explants were dead or 
infected and nearly dying. 
 
The plant material used in the experiment was obtained from Lepaa apple 
orchard. There was one stock plant of each variety where the explants 
were taken. The shoots had grown during last summer and the buds were 
in dormant state. Media were based on Murashige’s & Skoog’s medium 
and it contained cytokinin bentzylaminopurine (BAP) 1 mg/l. The first me-
dium was a normal MS medium with hormone. In the second medium micro- 
and macronutrients were half-strong. Third medium had normal amounts of 
nutrients but sucrose was replaced with fructose 15 g/ml. 
 
The sterilization method used was efficient and it did not damage the explants 
too much. According to the results the micropropagation of the ´Lepaan 
Liereä´ and ´Sariola´ were that the medium was not suitable for these vari-
eties. The explants started to grow normally but after one month they all 
stopped growing and condition started to deteriorate leading the explants 
to die. The research of the micropropagation of Malus should be contin-
ued. A different kind of medium should be tested and also different stages 
in micropropagation could also be researched for example the shoot multi-
plication and root formation. 
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KÄSITTEITÄ 
 
BAP Bentsyyliaminopuriini, kasvihormoni sytokiniini, joka edis-
tää solujen jakautumista ja versojen muodostumista. 
diploidi Solu tai yksilö, jolla kromosomisto on kaksinkertainen. Jo-
kaisella kromosomilla on oma vastinkromosominsa. 
ex situ Kasvigeenivarojen säilytys muualla, kuin niiden luonnon-
mukaisessa kasvuympäristössä. 
infektio Tartunta, taudinaiheuttaja, kuten mikrobi kulkeutuu kas-
vinosaan tai kasviin, jossa sitä ennestään ei ole. 
in situ Kasvigeenivarojen säilytys niiden alkuperäisellä kasvupai-
kalla, tai alueella, jossa kasvi on kehittänyt erityiset ominai-
suutensa. 
kasvigeenivarat Kaikki elävä materiaali, johon sisältyy ihmiselle välttämät-
tömiä sekä mahdollisesti arvokkaita perintötekijöitä. 
kryosäilytys Kasvigeenivarojen säilytysmenetelmä. Kylmäsäilytystä nes-
tetypessä (-196 °C) tai sen kaasufaasissa (noin -170 °C). 
mikrolisäys  Solukkoviljely. Kasvin aseptinen lisääminen pienistä palois-
ta.  
MS-alusta  Kasvualusta, jonka Murashige & Skoog julkaisivat vuonna 
 1962. 
NaOCl  Natriumhypokloriitti, mikrolisättävien kasvien sterilointiin 
 käytettävä aine. 
SPA-käsittely Lisättävien kasvinosien huuhtelukäsittely juoksevan veden 
alla. 
triploidi Solu tai yksilö, jolla sukusoluissa tapahtuneen häiriön vuoksi 
on kolminkertainen kromosomisto. 
 
Mikrolisäysmenetelmän kehittäminen omenapuiden geenivarantolajikkeille 
 
 
 
 
 
SISÄLLYS 
 
JOHDANTO ..................................................................................................................... 1 
1 OMENAPUU .............................................................................................................. 2 
1.1 Omenan perimä ................................................................................................... 4 
1.2 Tarhaomenapuun historia ja lajinkehitys ............................................................ 4 
1.3 Länsimaiden globalisaation vaikutukset geenivarojen köyhtymiseen ................ 5 
2 GEENIVARAT ........................................................................................................... 7 
1.4 Kasvigeenivarojen köyhtymisen uhkat ja geenivarojen säilyttämisen tärkeys ... 7 
1.5 Geenipankkitoiminta ........................................................................................... 8 
1.6 Geenivarojen säilytysmenetelmät ..................................................................... 10 
1.6.1 Kasvigeenivarojen säilytys ex situ ......................................................... 10 
1.6.2 Kasvigeenivarojen säilytys in situ ......................................................... 12 
1.7 Geenivarojen säilytys Suomessa ....................................................................... 13 
3 AINEISTO JA MENETELMÄT ............................................................................... 14 
1.8 ´Lepaan Liereä´ ................................................................................................. 14 
1.9 ´Sariola´ ............................................................................................................. 15 
1.10 Silmuviljelmien aloitusmateriaali ..................................................................... 17 
1.11 Sterilointimenetelmän valinta ........................................................................... 17 
1.12 Sterilointimenetelmä ......................................................................................... 18 
1.13 Silmujen preparointi .......................................................................................... 18 
1.14 Aloitusalustat ..................................................................................................... 19 
4 TULOKSET JA TULOSTEN TARKASTELU ........................................................ 21 
1.15 Silmualoitukset ´Lepaan Liereä´ ....................................................................... 21 
1.16 Silmualoitukset ´Sariola´ ................................................................................... 23 
1.17 Aloitusalustojen vaikutukset ............................................................................. 25 
JOHTOPÄÄTELMÄT ................................................................................................... 27 
LÄHTEET ...................................................................................................................... 29 
 
Liite 1  STERILOINTIMENETELMÄ 
Liite 2  MURASHIGEN & SKOOGIN ALUSTA 
 
Mikrolisäysmenetelmän kehittäminen omenapuiden geenivarantolajikkeille 
 
1 
 
JOHDANTO 
Tarhaomenapuu (Malus domestica) on merkittävin lauhkealla ilmasto-
vyöhykkeellä viljeltävä hedelmäkasvi ja omenaa tuotetaan maailmanlaa-
juisesti yli 40 miljoonaa tonnia (Smartt & Simmonds 1995, 418). Ihmisen 
ja omenan yhteinen viljelyhistoria ulottuu kauas menneisyyteen. Arkeolo-
gisten löytöjen perusteella omenanviljely yleistyi kreikkalais-
roomalaisella kaudella ja jo 300-luvulla eKr. kreikkalainen Theofrastos 
kuvaili omenapuun ymppäämistä. Aikojen kuluessa omenaan on liitetty 
enemmän symboliikkaa ja taruja kuin mihinkään muuhun hedelmään. 
Omena symboloi rakkautta ja erotiikkaa, terveyttä ja hedelmällisyyttä sekä 
valtaa, minkä lisäksi se esiintyy niin saduissa kuin uskonnossa ja erään le-
gendan mukaan omenan putoaminen Sir Isaac Newtonin päähän olisi saa-
nut hänet pohtimaan painovoimaa. (Krannila & Paalo 2008, 11; Rousi 
1992, 259.) Omenaa voidaan pitää maailman tunnetuimpana hedelmänä ja 
sen merkitystä yhteiskunnassa kuvastaa myös se, että omena esiintyy tun-
nettujen kansainvälisten yritysten nimissä ja logoissa (Blomqvist 2011, 6). 
 
Omenan valtava suosio ja tuotantomäärien kasvu on aiheuttanut sen, että 
kaupalliseen viljelyyn on valikoitunut vain murto-osa kaikista omenalajik-
keista. Omenasta muodostui 1900-luvun loppupuolella maailmanlaajuinen 
kauppatavara ja samaan aikaan kasvinjalostus pyrki tuottamaan laatuomi-
naisuuksiltaan tietynlaisia kansainväliseen kauppaan soveltuvia lajikkeita. 
Jalostuksen seurauksena nykyisen tarhaomenapuun geneettinen vaihtelu 
on merkittävästi kaventunut ja kaupallistumisen ja globalisaation seurauk-
sena vielä sata vuotta sitten rikas lajikkeisto on kutistettu minimiin ja tu-
hansien vuosien aikana kehittynyt perinnöllinen muuntelu on heikentynyt 
merkittävästi. (Tahvonen 2007, 16; Rousi 1997, 41.) 
 
Viljelykasvien geenivarojen häviämiseen havahduttiin 1960-luvulla, jonka 
jälkeen kasvigeenivarojen säilyttämiseen ja geenipankkitoimintaan on 
kiinnitetty maailmanlaajuisesti huomiota sekä resursseja, joiden ansiosta 
säilytysmenetelmät ovat kehittyneet paljon (Rousi 1992, 42). Suomella on 
oma kansallinen kasvigeenivaraohjelma, jota koordinoi Maa- ja elintarvi-
ketalouden tutkimuskeskus.  
 
Tämän opinnäytetyön tavoite oli tutkia kahden omenalajikkeen mikro-
lisäysmenetelmän kehittämistä, jotta Hämeen ammattikorkeakoulun Le-
paan yksikköön voitaisiin tulevaisuudessa perustaa kenttägeenipankki, 
jossa säilytettäisiin mikrolisättyjä omajuurisia omenapuita. 
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1 OMENAPUU 
Omenapuut kuuluvat ruusukasvien Rosaceae-heimoon ja omenoiden su-
kuun Malus. Sukuun kuuluu noin 30 luonnonvaraista omenalajia, jotka 
kasvavat lauhkean ilmaston alueella Euroopassa, Aasiassa ja Pohjois-
Amerikassa. Omenapuulajikkeita on olemassa useita tuhansia.  Omenapui-
ta viljellään sekä niiden syötävien hedelmien vuoksi, että koristekasveina 
niiden kauniiden kukkien ja hedelmien koristearvon takia. (Kallio 
1981,1460.) Suomessa kasvaa luonnonvaraisena vain yksi Malus-suvun 
laji, metsäomenapuu (Malus sylvestris), jonka levinneisyysaluetta on Ah-
venanmaa, sekä muutamat yksittäiset paikat Lounais-Suomessa (Blom-
qvist 2011, 16). 
 
Omenapuut ovat kesävihantia yksikotisia puita tai pensaita, joiden leh-
tiasento on kierteinen. Lehden reunat voivat olla ovat ehyitä, sahalaitaisia 
tai liuskaisia. Omenan kukinto on sarjamainen huiskilo ja kukat ovat kak-
sineuvoisia. Kukat (KUVA 1) ovat väriltään valkoisia, vaaleanpunaisia tai 
punaisia. Teriö on 5-lehtinen ja myös verhiöliuskoja on viisi. Heteitä ku-
kassa on 15–20. Hedelmä on kookas ja mehevän kukkapohjuksen ympä-
röimä tuppilokota. (Hämet-Ahti, Palmén, Alanko & Tigerstedt 1992, 233.) 
 
 
KUVA 1 Kuvassa omenalajikkeen ´Valkeakuulas´ kukinto. 
 
Syötävien hedelmiensä vuoksi tarhaomenapuu on merkittävin lauhkean 
ilmaston alueella viljeltävä hedelmäkasvi. Maailman yhteenlaskettu vuo-
sittainen satomäärä on noin 40 miljoonaa tonnia omenaa. (Smartt & Sim-
monds 1995, 418.) Suomessa omenan viljelyala on kasvanut Euroopan 
Unioniin liittymisen jälkeen noin puolitoistakertaiseksi. Vuonna 2007 
Suomessa omena-alaa oli 668 hehtaaria, josta 583 hehtaaria oli satoa tuot-
tavaa ja kokonaissato yhteensä oli 4,3 tuhatta tonnia. (Tike 2009, 59.) 
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Tarhaomenapuu (KUVA 2) kasvaa yleisesti 3–8 metriä korkeaksi. Puun 
varsi on tavallisesti oraoksaton. Haarat ovat yläviistoja tai siirottavia ja 
nuori haararanka on karvainen. Lehtiruoti on 1–2 cm pitkä ja lehdenlapa 
on 5–12 cm leveä. Lehti on muodoltaan soikea ja lehdenreuna on sahalai-
tainen. Lehtilapa on tavallisesti molemmin puolin tiheän karvan peitossa. 
Tarhaomenapuun kukinto on 2–6 -kukkainen. Kukkaperä on enintään 2,5 
cm pituinen. Teriö on 3,5–5 cm ja terälehdet peittävät osittain toisiaan. 
Kukkien väri vaihtelee valkoisesta vaaleanpunertavaan. (Hämet-Ahti ym. 
1992, 234.) 
 
 
KUVA 2 Lepaan omenatarhassa kasvava lajike ´Lepaan Liereä´. 
 
Hedelmä on lajikkeesta riippuen halkaisijaltaan 3–10 cm ja muodoltaan 
pallomainen. Hedelmän väri vaihtelee keltaisesta vihreään sekä punaiseen. 
Hedelmä on kypsänä tavallisesti makean makuinen, tyvestä ja kärjestään 
kuopallinen. Kärkeen on jäänyt kuivunutta verhiötä jäljelle. (Hämet-Ahti 
ym. 1992, 234.) Hedelmän sisällä on viisi emilehdistä kehittynyttä kalvo-
maisten seinämien muodostamaa lokeroa, joiden kunkin sisällä on kaksi 
siementä (Kallio 1981, 1460). 
Mikrolisäysmenetelmän kehittäminen omenapuiden geenivarantolajikkeille 
 
4 
 
1.1 Omenan perimä 
Omenat ovat ristipölytteisiä kasveja, jotka saavat geeniperimänsä sekä 
vastaanottavan kukan siemenaiheesta, että koiraspuolisesta sukusolusta, 
joka on peräisin toisen yksilön kukan heteestä (Blomqvist 2011, 16). 
Useimmat viljellyt lajikkeet sekä omenapuun luonnonvaraiset kantamuo-
dot ovat diploideja, eli niiden solutumassa on 34 kromosomia. Sukusoluis-
sa tapahtuu reduktiojako, jossa kromosomisto puolittuu. Tämän seurauk-
sena naarassoluissa on 17 kromosomia sekä koirassoluissa eli siitepölyssä 
vastaavasti myös 17 kromosomia. Hedelmöittymisen tapahtuessa kro-
mosomimäärä palautuu normaaliksi ja koska sukusolut ovat peräisin eri 
yksilöistä, syntyvän omenan siemenen perimä on ainutlaatuinen ja emo-
kasveista poikkeava. (Rousi 1997, 263; Blomqvist 2011, 16.) 
 
Viljellyistä lajikkeista noin 15 % on triploideja, jotka ovat siten 51-
kromosomisia, koska niiden peruskromosomistoon kuuluu 17 kro-
mosomia. Normaalisti omenapuun syntyvistä siementaimista vain 0,3 % 
on triploideja, joten tästä voidaan päätellä, että lajikkeita valitessa on ta-
hattomasti ja tuntematta tätä ominaisuutta suosittu triploidisia yksilöitä. 
Useimmat omenalajikkeet ovat alun perin lähtöisin sattumalta syntyneistä 
siementaimista, joita on lisätty kasvullisesti hyvien ominaisuuksiensa an-
siosta. Triploidisten omenalajikkeiden hedelmät ovat keskimääräistä suu-
rempia, hyvin säilyviä, vähäsiemenisiä ja myöhään kypsyviä. (Rousi 1997, 
263.) 
 
Triploidiassa pariton kromosomisto tekee normaalin reduktiojaon mahdot-
tomaksi, mikä vähentää merkittävästi elinkelpoiseksi muodostuvien su-
kusolujen määrää. Triploidiaan liittyy väistämättä huono siemenen muo-
dostus. Siemenet jäävät pieniksi ja vajavaisesti kehittyneiksi. Lisäksi tri-
ploidit lajikkeet tuottavat huonosti hedelmöittyvää siitepölyä, jonka vuoksi 
nämä lajikkeet eivät sovellu pölyttäjiksi. (Rousi 1997, 263; Blomqvist 
2011, 16.) Omenapuun erikoispiirre on, että hedelmänmuodostus on mah-
dollista, jos vähintään yksi sen kymmenestä siemenaiheesta on hedelmöit-
tynyt. Hedelmän kehittyminen normaalin säännöllisen muotoiseksi vaatii 
kuitenkin mahdollisimman usean siemenaiheen hedelmöittymisen. Tri-
ploidit omenalajikkeet vaativat sadonmuodostusta varten lähelleen diploi-
din puun pölyttäjäkseen, sillä diploidien lajikkeiden siitepölynmuodostus 
on hyvä. Ylipäätään omenat antavat suuremman sadon, kun lähellä on toi-
nen lajike pölyttäjänä, koska useimmilla omenalajikkeilla on osittainen 
oman siitepölyn vieroksunta eli inkompatibiliteetti. Ristipölytys kasvattaa 
sadon määrää ja parantaa laatua. (Rousi 1997, 263.) 
1.2 Tarhaomenapuun historia ja lajinkehitys 
Tarhaomenapuun alkuperä on edelleen osittain tuntematon. Ensimmäisen 
kerran, kun Borkhausen kuvaili lajin vuonna 1803, uskottiin tarha-
omenapuun olevan lajien M. sylvestris, M. pumila ja M. praecox välinen 
risteymä. Tutkijoiden nykyisen käsityksen mukaan Malus-suvun alkukoti 
sijaitsee Vähä-Aasian, Kaukasuksen, entisen neuvostoliiton Keski-Aasian 
ja läntisen Kiinan alueilla. (Ferree & Warrington 2003, 1; Smartt & Sim-
monds 1995, 419.) Viljelty tarhaomenapuu on mitä todennäköisimmin 
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syntynyt usean eri lajin välisistä risteytyksistä. Tutkijoiden nykyisen val-
litsevan käsityksen mukaan tarhaomena on kehittynyt Kaukasuksella kas-
vavasta M. sieversii -villiomenasta. Luonnonvaraisena M. sieversii kasvaa 
Keski-Aasian vuorilla noin 1200–1800 metrin korkeudella. Lajin sisäinen 
vaihtelu on hyvin suurta, mikä ilmenee hedelmien koossa, värityksessä, 
maussa ja muissa ominaisuuksissa, jotka vaihtelevat yksilöiden välillä 
runsaasti. Lajista on olemassa kantoja, jotka muistuttavat läheisesti tarha-
omenaa. Tuhansien vuosien ajan paikalliset ihmiset ovat keränneet käyt-
töönsä M. sieversii –lajin hedelmiä, lisäksi he ovat myös siirtäneet puutar-
hoihinsa viljelykelpoisia kantoja. (Tahvonen 2007, 12; Ferree & Warring-
ton 2003, 1.) 
 
Useat hyötykasvit ovat kulkeutuneet idän kauppareittejä pitkin Kiinasta 
Keski-Aasian ja Lähi-idän kautta Eurooppaan. Myös M. sieversii –lajin 
yksilöitä oletetaan siirtyneen tällä tavoin luontaisilta kasvupaikoiltaan län-
teen, jossa laji on sittemmin päässyt risteytymään M. sylvestris ja M. 
orientalis –lajien kanssa. Näin Euroopassa kehittyi vähitellen nykyään 
ympäri maailman viljelty tarhaomenapuu. Vastaavasti Kaukoidässä on ke-
hittynyt perimältään toisenlaisia omenalajikkeita, jotka oletettavasti ovat 
syntyneet, kun M. sieversii on kulkeutunut itään tai etelään ja risteytynyt 
Kiinassa luonnonvaraisina kasvavien lajien M. prunifolia, M. baccata, M. 
mandshurica ja M. sieboldii –lajien kanssa. (Tahvonen 2007, 12.) 
1.3 Länsimaiden globalisaation vaikutukset geenivarojen köyhtymiseen 
Euroopassa hedelmänviljely yleistyi 1200-luvulla hyvin nopeasti. Hallitsi-
jat perustivat linnojen ja asumusten lähelle puutarhoja ja vähitellen malli 
levisi muulle väestölle ja puutarhat yleistyivät myös kansan keskuudessa. 
Läntisessä Euroopassa tunnettiin 1700-luvulla 120 omenalajiketta. Vuon-
na 1826 Englannin kuninkaallisen puutarhaseuran julkaisun mukaan tun-
nettuja omenalajikkeita oli 1200. Suurimmillaan lajikemäärä oli Euroo-
passa 1900-luvun alkupuolella, jolloin nimettyjä lajikkeita oli jo yli 3000. 
Tuolloin viljelyssä oli paljon paikallislajikkeita ja viljelmien koot olivat 
suhteellisen pieniä. (Tahvonen 2007, 14.) 
 
Omenasta kehittyi 1900-luvun loppupuolella maailmanlaajuinen kauppa-
artikkeli, jonka seurauksena Pohjois- ja Etelä-Amerikassa, Uudessa-
Seelannissa, Etelä-Afrikassa ja Australiassa omenan tuotanto keskittyi 
suurille alueille. Viljelyssä oleva lajikevalikoima supistui voimakkaasti ja 
jalostuksessa keskityttiin tuottamaan vain tietyn tyyppisiä laatuominai-
suuksiltaan tarkoin määriteltyjä maailmanlaajuiseen kauppaan sopivia la-
jikkeita. Kiristynyt kilpailutilanne omenien maailmanmarkkinoilla sai 
myös viljelijät Euroopassa rationalisoimaan tuotantoaan, kasvattamaan 
viljelmien kokoa ja vähentämään lajikkeiden määrää minimiin. (Tahvonen 
2007, 15.) 
 
Jokaisessa suuressa omenantuotantomaassa on siirrytty kasvattamaan en-
tistä enemmän samoja ylikansallisia lajikkeita, joista maailmanmarkkinoil-
la hallitsevat muun muassa Amerikassa jalostetut lajikkeet ´Delicious´, 
´Golden Delicious´, ´McIntosh´, ´Jonagold´ ja ´Idared´, Uudesta-
Seelannista ´Braeburn´ ja ´Gala´, ´Granny Smith´ Australiasta, sekä ´Fuji´ 
Mikrolisäysmenetelmän kehittäminen omenapuiden geenivarantolajikkeille 
 
6 
 
Japanista. Edellä mainittuja lajikkeita käytetään edelleen paljon jalostus-
ohjelmissa. (Tahvonen 2007,15; Ferree & Warrington 2003, 9.) Nykyään 
kaikki kaupallisesti merkittävät omenalajikkeet kuuluvat muutamaan tiet-
tyyn päätyyppiin (AT= archtype), jotka ovat ´Golden´ AT, ´Jonagold´ AT, 
´Idared´ AT, ´Cox´ AT, ´Gravenstein´ AT sekä ´Boskoop´ AT. Nämä pää-
tyypit on jaettu edelleen maun ja värin mukaan kolmeen pääryhmään, jot-
ka ovat: makean happoiset punaiset, makeat vaalean kellertävät ja happoi-
set vihreät omenat. (Tahvonen 2007, 16.) 
 
Jalostuksen seurauksena nykyisen tarhaomenapuun geneettinen vaihtelu 
on merkittävästi kaventunut. Kaupallistumisen ja globalisaation seurauk-
sena vielä sata vuotta sitten rikas lajikkeisto on kutistettu minimiin ja tu-
hansien vuosien aikana kehittynyt perinnöllinen muuntelu on heikentynyt 
merkittävästi. (Tahvonen 2007, 16; Rousi 1997, 41.) Yhdysvalloissa lähes 
8000 omenalajikkeesta, joita kasvoi viime vuosisadan vaihteessa, yli 95 
prosenttia on hävinnyt (Rosenthal 2005, The New York Times). Tällainen 
geneettinen eroosio voi aiheuttaa peruuttamatonta vahinkoa ja hävinneitä 
geenejä on mahdotonta saada takaisin (Rousi 1997, 41). 
 
Mikrolisäysmenetelmän kehittäminen omenapuiden geenivarantolajikkeille 
 
7 
 
2 GEENIVARAT 
Kasvigeenivaroiksi määritellään kaikki elävä materiaali, johon sisältyy 
ihmisille välittömästi sekä mahdollisesti arvokkaita perintötekijöitä. Kan-
sainvälisen biologista monimuotoisuutta koskevan yleissopimuksen määri-
telmän mukaan geenivaroihin kuuluvat kaikki viljelykasvit, sekä useat nii-
den luonnonvaraiset sukulaiskasvit, joilla voi olla arvokkaita ominaisuuk-
sia kasvinjalostukselle. (NordGen 2013.) 
 
Tarkempi luokittelu jakaa kasvigeenivarat neljään ryhmään: kasvilajik-
keet, vanhat kauppalajikkeet, maatiaiskasvit sekä viljelykasvien luonnon-
varaiset sukulaiset. Kasvilajikkeet ovat syntyneet tieteellisen kasvinjalos-
tuksen toimesta ja näiden lajikkeiden perimän sisäinen muuntelu on vä-
häistä. Suomalaisen kasvijalostuksen tavoite esimerkiksi on kehittää lajik-
keita, jotka maamme ilmasto-oloissa tuottavat mahdollisimman laaduk-
kaan ja hyvän sadon. Jalostustyön aloittamisesta uuden kasvilajikkeen 
markkinoille saattamiseen vie 10–15 vuotta. Vanhat kauppalajikkeet ovat 
myös kasvinjalostuksen tuloksena syntyneitä, mutta ne ovat poistuneet 
yleisestä viljelystä. Maatiaiskasvit ovat puolestaan syntyneet vuosisatojen 
kuluessa luonnon ja viljelijöiden valinnan seurauksena. Maatiaiskannat 
ovat sopeutuneet hyvin paikallisiin kasvuolosuhteisiin ja niiden perinnöl-
linen muuntelu on runsasta, jolloin monimuotoisuus tuo suojaa tuholaisia 
ja kasvitauteja vastaan. Viljelykasvien luonnonvaraiset sukulaiset ovat 
kasvinjalostukselle arvokkaita, sillä niiden joukosta voidaan löytää merkit-
täviä ominaisuuksia, joilla voidaan parantaa viljelykasvien tauti- ja tuho-
laiskestävyyttä sekä sietokykyä ympäristön aiheuttamia stressitekijöitä 
vastaan. (Mitä kasvigeenivarat ovat ja miksi niitä suojellaan? 2008.) 
1.4 Kasvigeenivarojen köyhtymisen uhkat ja geenivarojen säilyttämisen tärkeys 
Perimältään liian yhteneväisten kasvien viljely on riskialtista. Geneettisen 
monimuotoisuuden puuttuessa jokin uusi tauti- tai tuholaiskanta voi nope-
asti aiheuttaa suurta vahinkoa, jos viljellään muutamaa kloonia joilla ei ole 
vastustuskykyä kyseiselle uhalle. Omenanviljely on aikaa vaativaa toimin-
taa, eikä mahdollisesti syntyviä vahinkoja voida korjata uusien lajikkeiden 
istuttamisella kovinkaan nopeasti. (Rousi 1997, 262.) Erityisesti kasvitau-
tien on havaittu olevan tuhoisia lajikkeille, joiden geneettinen muuntelu on 
vähäistä. Kasvinjalostajat ovat etsineet viljelykasvien lähisukulaisista 
ominaisuuksia, jotka parantaisivat kasvien vastustuskykyä. (NordGen 
2013). Omenapuun pahin taudinaiheuttaja kautta maailman on omenarupi, 
jonka aiheuttaa sienilaji Venturia inaequalis. Ruvelle herkkiä lajikkeita 
viljeltäessä joudutaan käyttämään valtavia määriä torjunta-aineita. Risteyt-
tämällä tarhaomenapuu ruvenkestävän ruusuomenapuun (Malus floribun-
da) kanssa on kuitenkin onnistuttu siirtämään tämä ominaisuus myös tar-
haomenapuulle. (Rousi 1997, 262.) Luonnon monimuotoisuutta ja rikasta 
geeniperimää ei voida korvata, vaikka nykyään on mahdollista käyttää pit-
källe kehitettyä geenitekniikkaa jalostustyössä (NordGen 1013).  
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Viljely-ympäristöt eivät aina tule olemaan nykyisen kaltaiset. Ilmaston-
muutoksen ja kasvihuoneilmiön vaikutuksesta ympäristö ja olosuhteet 
muuttuvat. Tulevaisuuden kasvinjalostusta varten viljelykasvien geeniva-
rat tulisi säilyttää mahdollisimman monimuotoisina, sillä toistaiseksi ei 
voida tietää, millaisia geenivaroja tullaan vielä tarvitsemaan. (Rousi 1997, 
41–42.) Paikallisten lajikkeiden ja geneettisen monimuotoisuuden häviä-
minen rajoittaa merkittävästi Smarttin ja Simmondsin (1995, 421) mukaan 
uusien parempien lajikkeiden jalostusmahdollisuuksia. Organisoitu kasvi-
geenivarojen säilyttäminen on velvollisuutemme ja tulevaisuuden kasvin-
jalostustyön edellytys. Geenivarojen lisäksi tulee myös säilyttää kattavat 
tiedot jokaisen lajikkeen ominaisuuksista ja alkuperästä, jotta näitä talle-
tettuja varoja voidaan hyödyntää. Vanhoilla maatiaiskannoilla ja paikallis-
lajikkeilla on kulttuurihistoriallista arvoa ja ne ovat osa ihmiskunnan kult-
tuuriperintöä, siksi myös tästä näkökulmasta kasvilajikkeiden säilyttämi-
nen on tärkeää. (NordGen 2013.) 
1.5 Geenipankkitoiminta 
Viljelykasvien geenivarojen köyhtymisen ja maatiaiskantojen katoamisen 
vaaroja ja asian vakavuutta alettiin tiedostaa maailmanlaajuisesti vasta 
1960-luvulla, jolloin YK:n maatalous- ja elintarvikejärjestö FAO perusti 
sisäisen yksikön kehittämään kasvigeenivarojen säilyttämistä. FAO:n yh-
teyteen perustettiin myöhemmin vuonna 1974 oma organisaatio Roomaan, 
International Board for Plant Genetic Resources (IBPGR), jonka tavoite 
oli kehittää edelleen viljelykasvien geenivarojen keräämistä, säilyttämistä, 
dokumentointia sekä käyttöä. Tavoitteita tukemaan syntyi kansainvälinen 
geenipankkien verkosto ja samalla alkoi geenivarojen järjestelmällinen ke-
rääminen sekä siemenaineistojen säilytysmenetelmien kehittäminen. 
Vuonna 1991 geenipankkitoiminnan ja geenivarojen keräyksen koor-
dinointi keskitettiin Roomaan International Plant Genetic Resources Insti-
tute (IPGRI) –laitokselle. (Rousi 1997, 41–43.)  Joulukuusta vuonna 2006 
alkaen IPGRI on toiminut nimellä Bioversity International (FAO 2007). 
Maailmanlaajuinen katto-organisaatio CGIAR pitää sisällään 15 itsenäistä 
tutkimuskeskusta, joiden tavoite on erityisesti köyhien kehitysmaiden 
maatalouden kehittäminen. Näissä tutkimuskeskuksissa säilytetään yli 
puoli miljoonaa kasvinäytettä ja kokoelma on maailman suurin sekä mo-
nipuolisin. Säilytykseen on valittu tärkeimpiä ravintokasveja, kuten vehnä, 
maissi, riisi, peruna, banaani, durra ja pavut. Kokoelmissa säilytetään li-
säksi myös rehukasvien geenivaroja. (CGIAR n.d.) 
 
Keskeisiin siemenpankkihankkeisiin kuuluu Pohjoismainen geenipankki 
(Nordiska Genpanken), jonka viisi pohjoismaata perusti vuonna 1979. 
Vuodesta 2008 alkaen Pohjoismaiseen geenipankkiin liittyi lisäksi Poh-
joismainen kotieläingeenipankki, sekä Pohjoismainen metsätalouden sie-
men- ja taimineuvosto. Liitoksen myötä koko organisaation nimeksi vaih-
dettiin Pohjoismainen Geenivarakeskus NordGen. Geenivarakeskuksen 
toimialana on pohjoismaisten kasvien, kotieläinten ja metsäpuiden säilyt-
täminen, geneettisen monimuotoisuuden turvaaminen sekä kestävä käyttö. 
Pääkonttori ja NordGen Kasvit –yksikkö sijaitsevat Ruotsissa Alnarpissa. 
(NordGen 2013.)  
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Pohjoismainen Geenivarakeskus on perustanut Huippuvuorille Svalbardiin 
kansainvälisen siemenholvin, joka on mahdollisimman turvallinen paikka 
kasvigeenivarojen pitkäaikaissäilytykseen ja sinne kerätään maailman 
geenipankkien kokoelmista varmuuskopiot.  Siemenholvi on louhittu iki-
routaiseen kallioon, syrjäiseen paikkaan keskellä Jäämerta, jossa ihmisasu-
tusta on vähän. Lisäksi holvia rakennettaessa on otettu huomioon kaikki 
kuviteltavissa olevat turvallisuutta uhkaavat riskitekijät. Rakenteet on 
suunniteltu kestämään niin ohjuksen täysosuman kuin ilmaston ja ympä-
ristön muutokset.  Holvi sijaitsee 130 metriä nykyisen merenpinnan ylä-
puolella, jolloin maailmanlaajuinen ilmaston lämpeneminen ja siitä seu-
raava merenpinnan nousu ei aiheuta uhkaa siemenkokoelmille. Holvi 
koostuu kolmesta erillisestä kammiosta, joihin jokaiseen voidaan varastoi-
da 1,5 miljoonaa siemennäytettä. Lämpötila siemenholvissa on jäähdytys-
laitteiston avulla -18 °C, lisäksi ikirouta ja sijainti sadan metrin syvyydes-
sä kallion sisällä takaavat sen, että ilman laitteitakin lämpötila pysyy ym-
päri vuoden pakkasen puolella. Siemennäytteet säilytetään muovista ja fo-
liosta valmistetuissa ilmatiiviissä kirjekuorissa, jotka ovat varastoitu laati-
koihin ja hyllyille (KUVA 3). Siemenkuoret on merkitty viivakoodeilla ja 
tietojärjestelmään on kirjattu muun muassa jokaisen näytteen alkuperä ja 
sijainti. (Svalbard Global Seed Vault 2012; Koponen 2007, Helsingin Sa-
nomat.) 
 
 
KUVA 3 Laatikoihin varastoituja siemennäytteitä Huippuvuorten siemenholvissa. Ku-
va: Mari Tefre/Svalbard Global Seed Vault 
 
Millenium Seed Bank Partnership on suurin luonnonvaraisten kasvien säi-
lytysprojekti, joka aloitettiin vuonna 2000. Hanketta koordinoi Iso-
Britanniassa sijaitseva kasvitieteellinen puutarha Royal Botanic Gardens, 
Kew. Tähän mennessä geenipankkiin on otettu säilytettäväksi 10 % maa-
ilman luonnonvaraisista kasveista. Siemeniä on säilötty lähes kaksi miljar-
dia ja eri lajikkeita on yli 30 000. (About Kew`s Millennium Seed Bank 
Partnership 2013.) 
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1.6 Geenivarojen säilytysmenetelmät 
Kasvigeenivarojen säilyttämisestä muualla kuin niiden luontaisessa kas-
vuympäristössä käytetään nimitystä ex situ. Ex situ –säilytysmenetelmiä 
ovat esimerkiksi siemen- sekä kenttägeenipankkisäilytys, in vitro mikro-
lisäyssäilytys ja  kylmä- eli kryosäilytys. Geenivarojen säilytystä niiden 
luonnollisessa kasvuympäristössä tai siinä ympäristössä, jossa kasvit ovat 
kehittäneet erityiset ominaisuutensa, kutsutaan puolestaan in situ –
säilytykseksi. In situ –säilytyksessä kasvipopulaatiot jatkavat kehittymis-
tään edelleen luonnonvalinnan vaikutuksesta. (Kasvigeenivarojen säilytys 
2008.) 
1.6.1 Kasvigeenivarojen säilytys ex situ 
Suuri osa geenipankkien aineistosta on siemennäytteitä ja näiden näyttei-
den säilytysmenetelmiä on jatkuvasti kehitetty, jotta siementen itävyys ei 
heikkenisi pitkän säilytyksen aikana. Itävyyden säilymistä edistää merkit-
tävästi siementen vesipitoisuuden asteittainen vähentäminen noin 5 %:iin 
sekä säilytys ilmatiiviissä, hapettomassa säilytysastiassa alhaisessa lämpö-
tilassa. Geenivarojen tulisi säilyä mahdollisimman pitkään tulevaisuuden 
tarpeita varten ja kuitenkin samalla aineiston pitää olla välittömästi kas-
vinjalostajien käytettävissä. Tämän vuoksi näytteet on tyypillisesti jaettu 
kahteen osaan: aktiivikokoelmaan ja peruskokoelmaan. Aktiivikokoelman 
aineistoa käytetään tutkimukseen, arviointiin, dokumentointiin, kasvien li-
säämiseen sekä itävyyden tarkasteluun. Kokoelman siemeniä säilytetään 
usein 0–5 °C:ssa niiden vesipitoisuuden ollessa 5–8 %. Aktiivikokoelmas-
ta toimitetaan kasvinjalostajille materiaalia. Peruskokoelma on puolestaan 
tarkoitettu erittäin pitkäaikaista säilytystä varten ja siihen koskemista väl-
tellään. Peruskokoelman materiaalin säilytyslämpötila on noin -18 °C, jol-
loin siemenestä riippuen, itämiskyky säilyy 30–100 vuotta. (Rousi 1997, 
45.) Siementen itävyyttä täytyy geenipankeissa tarkkailla ottamalla näyt-
teitä määräajoin. Itävyyden heikentyessä liian alhaiseksi, joudutaan sie-
meneriä uusimaan kasvattamalla ne jälleen kasveiksi, joista siemenet voi-
daan uudelleen kerätä talteen. Tällainen siemenerien uudistaminen eli re-
generaatio on työläs ja vaativa toimenpide, joka vaatii tarkkuutta erityises-
ti ristisiittoisten kasvien kohdalla, jotta näytteeseen ei päädy vierasta siite-
pölyä tai siihen kuulumatonta geeniainesta. Regeneraatio tapahtuu lajin 
alkuperäisistä kasvuolosuhteista poikkeavassa ympäristössä, mikä saattaa 
aiheuttaa erilaisista luonnonvalintapaineista johtuen muutoksia populaati-
on geenien alleelisuhteisiin. (Rousi 1997, 46.) 
 
Valittaessa säilytysmenetelmää kasvigeenivaroille, tulee huomioida kun-
kin lajin lisääntymisbiologia, jotta jokainen lajike ja kanta pystytään säi-
lyttämään alkuperäisen kaltaisena, geneettisesti aitona ja elinkykyisenä 
näytteenä (Kasvigeenivarojen säilytys n.d.). Siemennäytteinä säilytettävät 
siemenet kestävät kuivattamisen ja säilyttämisen alle nollan asteen lämpö-
tilassa. Tällöin siemenen elintoiminnot ja ikääntyminen hidastuu merkittä-
västi. Osa kasveista tuottaa kuitenkin siemeniä, jotka sisältävät runsaasti 
kosteutta, mutta ne eivät kestä kuivattamista. Tällaisia siemeniä ei voida 
pakastaa pitkäaikaista säilyttämistä varten, sillä solujen sisällä oleva vesi 
jäätyessään tuhoaa kasvisoluja. (Orthodox and recalcitrant seeds n.d.) 
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Rousin (1997, 46–47) mukaan tällaisia siemeniä kutsutaan geenipankeissa 
uppiniskaisiksi (recalcitrant) siemeniksi. Avokadolla, kaakaopuulla, koo-
kospalmulla, mangolla, teepensaalla ja öljypalmulla on esimerkiksi up-
piniskaiset siemenet, joiden itävyys ja elinkyky kärsivät, jos niiden vesipi-
toisuutta alentaa. Näiden kasvien siemenet säilyvät itämiskykyisinä kor-
keintaan muutamia viikkoja tai kuukausia.  
 
Kasvullisesti lisättävien kasvien siemeniä ei ole mielekästä säilyttää, sillä 
nämä kasvit joko risteytyvät helposti tai vaativat risteytyksen tuottaakseen 
hedelmiä ja siemeniä. Risteytyksessä tapahtuvan hedelmöityksen myötä 
perintötekijät ovat peräisin eri kasvi yksilöistä, joten syntyvä siemenjälke-
läinen poikkeaa sekä emi- että hedekasvista. Perinnöllisen muuntelun 
vuoksi alkuperäisen lajikkeen säilyttäminen siemenlisäystä käyttämällä ei 
ole mahdollista. Kasvullisesti lisättävien kasvien geenivarat säilytetään 
siksi kokonaisina kasveina, joista voidaan ottaa lisäysmateriaalia, kuten 
pistokkaita, rönsyjä tai varttamisoksia. (Rousi 1997, 47; Kasvullisesti li-
sättävät kasvit 2013.)  Kasvullisesti lisättäviä kasveja ovat muun muassa 
hedelmät, marjat, perennat, tietyt mausteet ja yrtit, koristepuut ja pensaat, 
ruusut, sekä eräät vihannekset, esimerkiksi raparperi ja salottisipuli (Kas-
vullisesti lisättävät kasvit 2013). Perinteisin menetelmä tällaisten kasvien 
säilyttämiseen on kloonikokoelmien istuttaminen koekentille. Rousin 
(1997, 47) mukaan se on kuitenkin kallis, runsaasti työtä vaativa sekä pal-
jon tilaa vievä säilytysmenetelmä. Lisäksi koekenttien kokoelmia uhkaa-
vat virukset ja muut taudinaiheuttajat sekä tuholaiset, joten kloonikokoel-
mien ylläpito vaatii pitkäaikaista valvontaa ja huolenpitoa. 
 
Solukkoviljely eli mikrolisäys on vaihtoehtoinen tapa säilyttää kasvullises-
ti lisättäviä geenivarakasveja (KUVA 4). Mikrolisäysmenetelmää käytet-
täessä soluja, solukoita sekä kasvinosia viljellään steriileissä oloissa in vit-
ro irrallaan kasvista. Emokasvista irrotettua solukkoa viljellään keinote-
koisella kasvatusalustalla, joka sisältää solukon kasvuun ja elossa pitoon 
vaadittavat ravinteet ja aineet. Mikrolisäys on menetelmänä nopea ja sitä 
käyttämällä voidaan yhdestä yksilöstä tuottaa rajaton määrä klooneja.  
(Haapala & Niskanen 1992, 13, 27.) Mikrolisäyksen haittapuolia geeniva-
rojen säilytysmenetelmänä ovat geneettiset muutokset, joita ilmenee sitä 
enemmän, mitä kauemmin viljelyä jatketaan. Solukkoviljelyssä tapahtuvia 
muutoksia kutsutaan somaklonaaliseksi muunteluksi, ja siihen vaikuttavia 
tekijöitä ovat muun muassa kasvin ikä ja genotyyppi, aloituspalan tyyppi, 
kasvualustan koostumus ja viljelyolot. Viljelmän ikä vaikuttaa myös 
muunteluun. Erityisesti vanhemmat kallusviljelmät voivat tuottaa emokas-
vista poikkeavia yksilöitä. Pitkään jatkuneessa viljelyssä voi myös ilmetä 
valintaa, jossa esiintyy mikrolisäysviljelyyn sopeutumista edistäviä mutaa-
tioita. Lisäksi mikroviljelmien ylläpito vaatii jatkuvaa uusimista, mikä on 
työlästä. (Haapala & Niskanen 1992, 29; Rousi 1997, 47.) 
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KUVA 4 Mikrolisäysmenetelmää käytetään esimerkiksi bataatin (Ipomoea bata-
tas) geenivarojen säilyttämiseen. Kuva: Cary Fowler/Global Crop Di-
versity Trust 
 
Kryosäilytys on menetelmä, jossa kasviosia, kuten kasvupisteitä, silmuja 
tai versoja kylmäsäilytetään nestetypessä -196 °C tai sen kaasufaasissa 
noin -170 °C. Menetelmän avulla voidaan pitkäaikaissäilyttää laajempia 
kokoelmia, kuin perinteisellä kenttäkokoelmamenetelmällä. (Nukari, Ran-
tala & Uosukainen 2008.) Verrattuna mikrolisäysmenetelmään, kryosäily-
tyksessä elintoiminnot pysähtyvät kokonaan, eikä geneettisiä muutoksia 
pääse tapahtumaan (Rousi 1997, 47). Kryosäilytys on taloudellisesti kan-
nattava tapa säilyttää geeniainesta, puhdistettuina terveinä kantoina ja eri-
laisilta ympäristön vaikutuksilta suojattuna. Kenttäsäilytykseen liittyviä 
tauti-, tuholais- ja muiden vaurioiden riskejä voidaan vähentää kryosäily-
tyksen avulla. Lisäksi menetelmä on kohtuuhintainen ja vaatii suhteellisen 
vähäisen työpanoksen. (Kasvigeenivarojen säilytys 2008; Trigiano & Gray 
2000, 340.) 
1.6.2 Kasvigeenivarojen säilytys in situ 
Nykyään kiinnitetään entistä enemmän huomioita kasvigeenivarojen in si-
tu -säilytykseen niiden luontaisilla kasvupaikoilla. YK:n ympäristökoko-
uksessa Rio de Janeirossa vuonna 1992 laadittu kansainvälinen biodiversi-
teettisopimus velvoittaa sen allekirjoittamat maat säilyttämään alueillaan 
olevien viljelykasvien monimuotoisuutta ensisijaisesti alkuperäisillä pai-
koilla ja ympäristössä, jossa kyseisten kasvien ominaisuudet ovat kehitty-
neet. (Rousi 1997, 48.) 
 
Kasvien in situ -säilytysmenetelmän sovelluskohteita ovat suojelualueet, 
viljelyyn otetut luonnonalueet sekä viljelyalueet. Perinteisesti luonnonkas-
vien geenivaroja on pyritty suojelemaan tällä tavoin niiden alkuperäisillä 
kasvupaikoilla, mutta in situ -säilytystä voidaan käyttää myös kasvullisesti 
lisättävillä kasveilla, sekä niillä, joiden siemenet ovat uppiniskaisia. (Kas-
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vigeenivarojen säilytys 2008; Rousi 1997, 48.) In situ –menetelmiä ovat 
viljelykasvien viljelysuojelu (on farm –säilytys) ja puutarhakasvien säily-
tys kotipuutarhoissa ( on garden –säilytys). Kansallisten kasvigeenivaro-
jen säilyttämiseen viljelysuojelu on luonnollinen tapa, jolla on useita hyö-
tyjä. Maatiaiskasvien viljelyyn sopeutuminen ja kehittyminen jatkuvat, 
kun kasveihin kohdistuu erilaisia valintapaineita viljelyn jatkuessa. Vilje-
lysuojelu edesauttaa säilyttämään myös luonnonvaraisia maatiaiskasvien 
seuralaislajeja. Ruiskaunokki ja ruiskattara ovat esimerkiksi riippuvaisia 
rukiin viljelystä. Lisäksi maatiaiskasveilla on kulttuurihistoriallista arvoa 
ja markkinoille niistä saadaan monenlaisia erikoistuotteita. Suomessa 
Maa- ja elintarviketalouden tutkimuskeskus (MTT) vastaa vanhojen hyö-
ty- ja viljelykasvien geenivarojen kartoituksesta ja ylläpidosta. (Kasvi-
geenivarojen säilytys 2008; MaatiaisTietoPankki 2008.)   
1.7 Geenivarojen säilytys Suomessa 
Suomessa käynnistyi vuonna 2003 maa- ja metsätalouden kasvigeenivara-
ohjelma.  Maa- ja puutarhatalouden kasvigeenivarojen ohjelmakoordinaa-
tiosta ja säilytystyöstä vastaa Maa- ja elintarviketalouden tutkimuskeskus. 
Toiminnan tavoitteena on turvata suomalainen kasviperimä tuleville suku-
polville, kartoittaa kasvigeenivaroja, tutkia ja edistää niiden käyttöä sekä 
opettaa ja lisätä yleistä tietämystä geenivarojen merkityksestä. Kasvulli-
sesti säilytettäviä kasvigeenivaroja säilytetään MTT Jokioisten kasvi-
geenivara-alueilla kolmessa eri kohteessa: Jokioisten kartanonpuistossa, 
Wendlan puutarhassa sekä Ferrarian rinteessä. Siemenestä lisättävät kas-
vigeenivarat ovat Pohjoismaisen Geenivarakeskuksen säilytettävänä. 
MTT:n kasvigeenivaraohjelma tekee yhteistyötä Pohjoismaisen Geeniva-
rakeskuksen kanssa erilaisissa tutkimushankkeissa ja yhteisten toimintata-
pojen kehittämisessä.  (Kasvigeenivarojen säilytys 2008.)  
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3 AINEISTO JA MENETELMÄT 
Omenapuiden geenivarantolajikkeiden mikrolisäyksen sterilointi- ja aloi-
tusmenetelmiä tutkittiin Lepaan mikrolisäyslaboratoriossa syksyllä 2012. 
Kokeeseen valittiin kaksi omenalajiketta: ´Lepaan Liereä´ ja ´Sariola´ jot-
ka esitellään tarkemmin seuraavassa kappaleessa. Lajikkeet valittiin sillä 
perusteella, että MTT Piikkiön Kasvintuotannon tutkimusyksikkö suositte-
li niiden lisäämistä.  Kummastakin lajikkeesta otettiin lepotilaisia silmuja 
mikrolisäykseen. Työn tavoitteena oli löytää toimiva sterilointimenetelmä 
ja sopiva aloitusalusta silmuviljelmälle. Kokeiltavaksi valittiin kolme eri-
laista aloitusalustaa. Lajikkeesta ´Sariola´ tehtiin kolme erää viljelmäaloi-
tuksia, joissa yhteensä silmuja oli 58 kappaletta ja ´Lepaan Liereästä´ puo-
lestaan neljä aloitusta, joissa oli 78 silmuviljelmäaloitusta. 
1.8 ´Lepaan Liereä´ 
Lajike ´Lepaan Liereä´ on peräisin Hinnonmäen koeasemalta Lepaalta 
1920-luvulta. Se on luultavasti syntynyt lajikkeiden ´Åkerö´ ja 
´Antonovka´ risteytymästä. ´Lepaan Liereä´ (KUVA 5) on aikainen tal-
viomena. (Krannila & Paalo 2008, 119.) Sen hedelmät ovat poimintakyp-
siä syyskuun puolessa välissä ja varastossa saavuttaa syöntikypsyyden pa-
rissa kolmessa viikossa. Tahvosen (2007, 204) mukaan hedelmät säilyvät 
myyntikelpoisina noin kuukauden ajan.  
 
 
KUVA 5 Satoa tuottava ´Lepaan Liereä´. 
Mikrolisäysmenetelmän kehittäminen omenapuiden geenivarantolajikkeille 
 
15 
 
Hedelmä on keskikokoinen, muodoltaan pyöreän kekomainen ja väriltään 
vihertävä (KUVA 6). Kypsänä hedelmä muuttuu lähes sitruunan keltaisek-
si. Malto on tiivistä ja mehukasta. (Tahvonen 2007, 204.) Hedelmän maku 
on lievästi viinihappoinen, hieman mausteinen ja siinä on sopivassa suh-
teessa makeutta ja happoa. Hedelmät sopivat sekä talouskäyttöön että tuo-
reena syötäväksi. (Blomqvist 2011, 99; Krannila & Paalo 2008, 119.) 
 
 
KUVA 6 Lajikkeen ´Lepaan Liereä´ hedelmä on tyypillisesti pyöreän kekomainen 
ja väriltään vihreä. 
 
Nuorena puu on voimakas- ja pystykasvuinen ja sen oksakulmat ovat hy-
vät. ´Lepaan Liereä´ on melko terve ja ruvenkestävä lajike, joten se sopii 
kotitarhaan ja luomuviljelyyn. Lajikkeen talvenkestävyys on kohtalaisen 
hyvä ja se menestyy vyöhykkeillä I–IV. Puu antaa melko nuorena suuren 
sadon, mutta vanhemmiten ilmenee jaksottaissatoisuutta. (Blomqvist 
2011, 99; Tahvonen 2007, 205.) 
1.9 ´Sariola´ 
´Sariola´ on arvokas vanha lajike, joka on peräisin Eräjärveltä Nisulan ta-
losta 1900-luvun alusta. Se on kasvanut kotimaisesta siemenkylvöstä. On 
arvailtu, että ´Sariola´ olisi syntynyt ruotsalaisen ´Kaniker´-lajikkeen sie-
menestä, sillä 1900-luvun alun omena-asiantuntijan Klas Steningin mu-
kaan nämä lajikkeet muistuttavat toisiaan. (Blomqvist 2011, 135.) 
 
´Sariola´ on aikainen syysomena, joka kypsyy syyskuun alkupuolella ja 
hedelmät kestävät varastossa useita viikkoja. Hedelmä on keskikokoinen 
tai pieni ja muodoltaan litteänpyöreä (KUVA 7). Vihreänkeltaista pohja-
väriä peittää tasaisesti tai taaja- ja lyhytjuovaisesti ruusunpunainen peite-
väri. (Tahvonen 2007, 194–195.) Hedelmä on mehukas ja Blomqvistin 
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(2011, 135) mukaan siinä on useimpia miellyttävä erikoinen hapanimelä 
aromi.  Malto on kovaa ja tiivistä (Krannila & Paalo 2008, 129). ´Sariola´ 
on kestävä herkku- ja talousomena (Blomqvist 2011, 135). 
 
 
KUVA 7 ´Sariolan´ hedelmät ovat muodoltaan litteänpyöreitä ja vihreänkeltaista 
pohjaväriä peittää juovikas ruusunpunainen peiteväri. 
 
Lajikkeen oksat ovat tyypillisesti tukevat ja puun kasvutapa on pysty ja 
koristeellinen. ´Sariola´ on erittäin talvenkestävä ja se menestyy aina V-
vyöhykkeelle asti. Lajike on kohtalaisen taudinkestävä, joten se soveltuu 
myös luomuviljelyyn. Puu saavuttaa myöhään satoiän ja antaa keskinker-
taisen satomäärän (KUVA 8).  ´Sariola´ on itsesteriili, joten se tarvitsee 
toisen lajikkeen pölyttäjäksi. (Blomqvist 2011, 135.) 
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KUVA 8 Satoa tuottava Lepaan hedelmätarhassa kasvava ´Sariola´. 
1.10 Silmuviljelmien aloitusmateriaali  
Mikrolisäysviljelmien aloitusmateriaali kerättiin Lepaan omenatarhassa 
kasvavista ´Sariola´ ja ´Lepaan Liereä´ omenapuista. Kummastakin lajik-
keesta valittiin yksi emopuu, joista aloitusmateriaalit kerättiin. Emopuiksi 
valittiin terveennäköiset yksilöt, joissa ei näkynyt merkkejä kasvitaudeista 
kuten hedelmäpuusyövästä tai hopeakiillosta. Ennen mikrolisäysmateriaa-
lin keräämistä Lepaan omenatarhassa tehtiin urearuiskutus 3.10.2012. 
 
Mikrolisäysviljelmien aloitusmateriaaliksi valittiin edelliskesänä kasvanei-
ta nuoria versoja. Versot kerättiin joka kerta suunnilleen samalta korkeu-
delta puun ulkolaidoilta. Materiaaliksi pyrittiin valitsemaan versoja, joissa 
silmut olivat mahdollisimman kookkaita ja hyvinvoivan näköisiä. Versoja 
kerättiin 14.10. - 2.11.2012 välisenä aikana, edellisenä päivänä ennen vil-
jelmien aloittamista. Versot säilytettiin yön yli maljakossa huoneenläm-
mössä. 
1.11 Sterilointimenetelmän valinta 
Mikrolisäysviljelmän aloituksessa on erittäin tärkeää löytää riittävän teho-
kas aloitusmateriaalin sterilointimenetelmä, sillä mikrobiologisen infekti-
on saaneet yksilöt on poistettava viljelystä. Vuodenaika, jolloin aloitusma-
teriaali kerätään, vaikuttaa ilmenevien infektioiden määrään. Aikaisem-
missa omenan mikrolisäystutkimuksissa on havaittu, että kesällä ja kevääl-
lä kerätyn aloitusmateriaalin infektoitumisprosentti on 12, kun taas syksyl-
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lä ja talvella kerätty materiaali infektoituu noin 50-prosentin todennäköi-
syydellä. (Dobránszki, Teixeira da Silva 2010.) 
 
Tätä opinnäytetyötä aloittaessa tiedettiin, että silmujen sterilointi voi muo-
dostua haasteeksi ja infektioiden osuus aloituksista olisi suuri. Ennen 
opinnäytetyöhön tulevien silmujen käsittelyä päätettiin tehdä viisi koe-
erää, joilla kokeiltiin erilaisia sterilointimenetelmiä. Koe-erien materiaali 
kerättiin samasta ´Sariola´ yksilöstä, josta kerättiin myös versot varsinai-
seen kokeeseen. Kokeessa käytettiin molemmilla lajikkeilla samaa steri-
lointimenetelmää (LIITE 1), joka koe-erien perusteella osoittautui riittävän 
tehokkaaksi eikä vaurioittanut liian paljon käsiteltyjä silmuja. Käytetty 
sterilointimenetelmä esitellään seuraavassa kappaleessa. 
1.12 Sterilointimenetelmä 
Pintasterilointi aloitettiin pesemällä versoja juoksevan vesijohtoveden alla 
samalla hammasharjalla kevyesti harjaten. Tämän jälkeen pestyt versot 
leikattiin noin 1,5 cm pituisiksi paloiksi, joihin jokaiseen jäi yksi silmu. 
Silmut laitettiin viiden kappaleen erissä antiseptiseen Erisept-
saippuapesuun, jossa Erisept-saippuaa annosteltiin kolme tippaa 100 ml 
ioninvaihtovettä kohden. Saippuapesun kesto oli 20 minuuttia ja tämän ai-
kana liuosta sekoitettiin magneettisekoittimella. Pesuajan päätyttyä silmut 
huuhdeltiin lävikössä ioninvaihtovedellä. 
 
Saippuapesun jälkeen silmut pintasteriloitiin natriumhypokloriitilla 
(NaOCl), jonka pitoisuus sterilointiliuoksessa oli 1,5 %. Liuokseen lisät-
tiin myös veden pintajännitystä alentavaa Tween 20:tä kolme tippaa 100 
ml kohden. NaOCl- käsittelyn kesto oli 20 minuuttia ja liuosta sekoitettiin 
magneettisekoittimessa. NaOCl- käsittelyn jälkeen silmut huuhdeltiin io-
ninvaihtovedessä. Tämän jälkeen versot preparoitiin epästeriilisti. 
 
Preparoinnin jälkeen silmuille tehtiin niin kutsuttu spa-käsittely, eli huuh-
telu juoksevan veden alla. Silmut siirrettiin teesiivilän sisälle, joka asetet-
tiin dekantterilasiin tunniksi juoksevan vesijohtoveden alle. Huuhtelun jäl-
keen silmut olivat valmiita siirrettäväksi laminaarivirtauskaappiin lopullis-
ta sterilointia ja preparointia varten. 
1.13 Silmujen preparointi 
Kaikki silmut preparoitiin epästeriileissä olosuhteissa ensimmäisen pinta-
steriloinnin jälkeen. Preparoinnissa käytettiin apuna stereomikroskooppia 
ja kukin silmu preparointiin omalla puhtaalla petrimaljalla pienessä tilkas-
sa ioninvaihtovettä. Silmun preparoinnissa (KUVA 9) ensimmäiseksi ver-
sonpalasta poistettiin veitsellä kuori ja tämän jälkeen silmun alta lehtiarpi 
vuoltiin pois. Silmun ulommaiset ruskeat silmusuomut kuorittiin pois, 
myös muutama vihreä lehti poistettiin varovasti niin että kasvupiste ei va-
hingoittunut. Tämän jälkeen versonpala leikattiin poikki heti silmun ylä-
puolelta. Silmun alapuolelle jätettiin hieman vartta, johon leikattiin viisto 
imupinta.  
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KUVA 9 Silmun preparointi. Kuvassa oleva kasvi on ruusukasvien sukuun kuulu-
va Prunus cerasus, joka preparoidaan vastaavasti kuin omenan silmut. 
 
Epästeriilin preparoinnin jälkeen silmujen sterilointi jatkui ensin spa-
käsittelyssä, joka jälkeen silmujen sterilointia jatkettiin aseptisissa olosuh-
teissa laminaarivirtauskaapissa, jossa pintasteriloinnin ensimmäinen vaihe 
oli alkoholikäsittely. Silmut upotettiin kolmeksikymmeneksi sekunniksi 
70-prosenttiseen Etax-alkoholiliuokseen. Käsittelyn jälkeen silmut huuh-
deltiin kerran steriilillä ioninvaihtovedellä. Viimeinen sterilointikäsittely 
tehtiin natriumhypokloriitilla, jonka pitoisuus liuoksessa oli 1 %. Steriloin-
tivaikutusta tehostamaan lisättiin myös Tween 20:tä kolme tippaa 100 ml 
kohden. Käsittelyn kesto oli 10 minuuttia, jonka aikana magneettisekoitta-
ja sekoitti silmuja liuoksessa. NaOCl-käsittelyn jälkeen silmut huuhdeltiin 
neljä kertaa steriilissä ioninvaihtovedessä. Ennen aloitusalustoille pistä-
mistä silmut preparoitiin vielä kerran. Uloin silmusuomu poistettiin ja var-
resta leikattiin natriumhypokloriitin vaurioittama noin 1-2 millimetrin pi-
tuinen versonosa pois. 
1.14 Aloitusalustat 
Kokeeseen valittiin kolme erilaista aloitusalustaa, joita käytettiin kaikissa 
aloituksissa ja molemmilla lajikkeilla. Alustat olivat MS-alustoja (LIITE 
2), joissa yhdessä mikro- ja makroravinteet sekä sakkaroosi oli laskettu 
½:aan kokonaismäärästä. Toisella alustalla MS-ravinteita oli normaali 
määrä, mutta sakkaroosi korvattiin fruktoosilla pitoisuudella 15 g/l. Kol-
mas alusta sisälsi normaalin määrän MS-ravinteita ja sakkaroosia.  Kaikil-
la alustoilla käytettiin bentsyyliaminopuriinia (BAP) jonka pitoisuus oli 1 
mg/l. Bentsyyliaminopuriini on keinotekoinen sytokiniini, joka edistää so-
lunjakautumista ja murtaa apikaalidominanssin, mikä mahdollistaa han-
kasilmujen kasvun. (George ym. 2008, 205-209.) 
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MS-alustoja on käytetty monessa muussa omenan mikrolisäystutkimuk-
sessa (Modgil, Sharma, Bhardwaj 1998; Saito & Suzuki 1999; Amin Da-
lal, Das, Sharma, Amin Mir & Amarjeet Singh Souduri 2005), joten tämän 
vuoksi ensimmäiseksi alustaksi valittiin MS + BAP 1. Toisen alustan ½ 
MS + BAP 1 makro- ja mikroravinteiden puolittamiseen päädyttiin 
Georgen (2008) kirjallisuuden perusteella. Kolmanneksi alustaksi otettiin 
Lepaan mikrolisäyslaboratorion ehdottama MS + BAP 1 + fruktoosi 15g. 
Alustat kiinteytettiin agarilla. Georgen (1993) mukaan agaralustoilla vil-
jelmien hyperhydratoituminen on harvoin ongelmana. 
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4 TULOKSET JA TULOSTEN TARKASTELU 
Ensimmäiset havainnot viljelmistä tehtiin noin viikon kuluttua aloitukses-
ta, jolloin silmuviljelmiä havainnoitiin silmämääräisesti. Suurin osa infek-
tioista havaittiin parin ensimmäisen viljelyviikon aikana, jolloin ne sekä 
kuolleet aloituspalat kirjattiin ylös ja poistettiin viljelystä. Tämän opinnäy-
tetyön kokeiden perusteella molempien lajikkeiden ´Lepaan Liereä´ ja 
´Sariola´ mikrolisäys osoittautui haastavaksi. Kummastakaan lajikkeesta ei 
saatu jatkokasvatukseen tai monistusvaiheeseen soveltuvia versoja. 
1.15 Silmualoitukset ´Lepaan Liereä´ 
Lajikkeesta tehtiin silmualoituksia yhteensä 78 kappaletta neljänä eri päi-
vämääränä (16.10.2012, 23.10.2012, 2.11.2012 sekä 6.11.2012).  Lähes 
kaikki viljelmät infektoituivat (TAULUKKO 1) ensimmäisen kahden vii-
kon kuluessa. Kuolleiden silmujen määrä sen sijaan oli melko pieni. 
 
TAULUKKO 1 Lajikkeen ´Lepaan Liereä´ silmualoitusten tulokset kappalemäärittäin ja 
prosentteina.  
Aloituspvm. Aloitusalusta Aloituspalat, 
kpl 
Infektoituneet Kuolleet Elossa 
16.10.2012 
MS + BAP 1 7 7 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 
½ MS + BAP 1 7 7 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 
MS + BAP 1 + FRUKTOOSI 15 G 5 5 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 
23.10.2012 
MS + BAP 1 7 7 (100% 0 (0%) 0 (0%) 
½ MS + BAP 1 7 5 (71 %) 1 (14%) 1 (14%) 
MS + BAP 1 + FRUKTOOSI 15 G 5 5 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 
2.11.2012 
MS + BAP 1 6 5 (83%) 1 (17%) 0 (0%) 
½ MS + BAP 1 7 5 (71%) 1 (14%) 1 (14%) 
MS + BAP 1 + FRUKTOOSI 15 G 7 5 (71%) 1 (14%) 1 (14%) 
6.11.2012 
MS + BAP 1 6 5 (83%) 0 (0%) 1 (17%) 
½ MS + BAP 1 7 6 (86%) 1 (14%) 0 (0%) 
MS + BAP 1 + FRUKTOOSI 15 G 7 7 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 
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Aloitusalustojen välillä ei havaittu merkittäviä eroja (TAULUKKO 2). 
Alustalla ½MS + BAP 1 kokeen päätökseen asti hengissä selvisi kaksi 
silmualoitusta, kun taas muilla alustoilla elossa oli vain yhdet silmut. In-
fektoituneiden silmujen määrä oli kymmenen prosenttiyksikköä suurempi 
alustalla ½MS + BAP 1, lisäksi tällä alustalla kuolleiden silmujen määrä 
oli hieman suurempi kuin muilla alustoilla. 
 
TAULUKKO 2 Lajikkeen ´Lepaan Liereä´ silmualoitusten tulokset kasvualustoilla 
kappalemäärittäin ja prosentteina. 
Aloitusalusta Aloituspalat, 
kpl 
Infektoituneet Kuolleet Elossa 
MS + BAP 1 26 24 (92%) 1 (4%) 1 (4%) 
½ MS + BAP 1 28 23 (82%) 3 (11%) 2 (7%) 
MS + BAP 1 + FRUKTOOSI 15 G 24 22 (92%) 1 (4%) 1 (4%) 
 
Infektoitumattomat silmut turposivat ja lähtivät kasvuun ja osa niistä pysyi 
pitkään elossa. Noin kuukauden kuluttua aloituksesta silmujen tyvelle oli 
kasvanut kallussolukkoa melko runsaasti ja silmujen kasvu oli muuttunut 
kituliaaksi tai se oli pysähtynyt kokonaan. Selkeästi elinkelvottomat aloi-
tukset poistettiin viljelystä ja loput siirrostettiin 27.11.2012 sekä 
14.12.2012 uusiin koeputkiin vastaaville alustoille, joilla silmut olivat 
kasvaneet. Siirroksen yhteydessä silmun tyveltä poistettiin kallussolukkoa, 
ruskettuneita lehtiä sekä leikattiin uudet imupinnat. Noin kuukauden ku-
luttua siirrostuksesta kokeen loppuessa 15.1.2013 jäljellä olevat versot oli-
vat joko kuolleita tai kuolemaisillaan. Vielä elossa olevissa versoissa 
(KUVA 10) oli havaittavissa tummentumia, kuivuneita ja ruskettuneita 
lehtiä, värin muutoksia vihreästä harmahtavaksi sekä kallussolukon kas-
vua. Silmut eivät olleet elinkelpoisia, joten yhtäkään niistä ei siirretty jat-
kokasvatukseen, vaan kaikki poistettiin lopulta viljelystä. 
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KUVA 10 Kokeen viimeisenä päivänä 15.1.2013 valokuvattu ´Lepaan Liereä´ alus-
talla ½MS + BAP 1 aloituserästä 23.10.–12. Silmu ei ole kasvanut nor-
maalisti, lehdet ovat kellastuneet ja harmahtavaa kallussolukkoa on 
muodostunut runsaasti. 
1.16 Silmualoitukset ´Sariola´ 
Lajikkeesta ´Sariola´ tehtiin kolme aloituserää (15.10.2012, 22.10.2012 ja 
1.11.2012). Yhteensä aloituspaloja oli 58 kappaletta. Kokeessa 
´Sariolasta´ saatiin melko vastaavanlaiset tulokset kuin ´Lepaan Liereällä´ 
(TAULUKKO 3). ´Sariolan´ aloituspaloista infektoituneiden silmujen 
osuus oli pienempi kuin ´Lepaan Liereällä´.  Kuolleiden silmujen määrä 
lajikkeella ´Sariola´ oli kuitenkin suhteessa suurempi kuin ´Lepaan Liere-
ällä´. Kappalemääräisesti eniten silmuja säilyi elossa alustalla MS + BAP 
1 + fruktoosi 15g. Toisen erän aloituksista 22.10. jopa 57 % pysyi tällä 
alustalla hengissä kokeen päättymiseen saakka. 
 
 
TAULUKKO 3 Lajikkeen ´Sariola´ silmualoitusten tulokset kappalemäärittäin ja pro-
sentteina. 
Aloituspvm. Aloitusalusta Aloituspalat, 
kpl 
Infektoituneet Kuolleet Elossa 
15.10.2012 
MS + BAP 1 7 5 (71%) 2 (29%) 0 (0%) 
½ MS + BAP 1 6 6 (100%) 1 (17%) 0 (0%) 
MS + BAP 1 + FRUKTOOSI 15 G 7 4 (57%) 3 (43%) 0 (0%) 
22.10.2012 
MS + BAP 1 6 5 (83%) 1 (17%) 0 (0%) 
½ MS + BAP 1 7 5 (71%) 0 (0%) 2 (29%) 
MS + BAP 1 + FRUKTOOSI 15 G 7 2 (29% 1 (14%) 4 (57%) 
1.11.2012 
MS + BAP 1 7 6 (86%) 1 (14%) 0 (0%) 
½ MS + BAP 1 7 4 (57%) 2 (29%) 1 (14%) 
MS + BAP 1 + FRUKTOOSI 15 G 4 2 (50%) 1 (25%) 1 (25%) 
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Silmuja pysyi eniten elossa aloitusalustalla MS + BAP 1 + fruktoosi 15g 
(TAULUKKO 4). Tämän alustan kaikista aloituksista kokeen päättymis-
päivänä 28 prosenttia oli elossa, mikä on selkeästi enemmän, kuin muilla 
alustoilla. Kaikki elossa olleet silmut olivat kuitenkin alustoista riippumat-
ta yhtä huonossa kunnossa kokeen loppuessa, joten MS + BAP 1 + fruk-
toosi 15 g –alustaa ei voi pitää merkittävästi toisia alustoja parempana. 
 
 
TAULUKKO 4 Lajikkeen ´Sariola´ silmualoitusten tulokset kasvualustoilla kappale-
määrittäin sekä  prosentteina. 
Aloitusalusta Aloituspalat, 
kpl 
Infektoituneet Kuolleet Elossa 
MS + BAP 1 20 16 (80%) 4 (20%) 0 (0%) 
½ MS + BAP 1 20 15 (75%) 3 (15%) 2 (10%) 
MS + BAP 1 + FRUKTOOSI 15 G 18 8 (44%) 5 (28%) 5 (28%) 
 
Ensimmäisen kolmen viikon aikana ´Sariolan´ infektoitumattomat silmut 
turposivat ja lähtivät hyvin kasvuun (KUVA 11). Silmut näyttivät elin-
voimaisilta, kunnes noin kuukauden kuluttua aloituksesta kasvu pysähtyi, 
lehdet alkoivat kuivua ja ruskettua ja verson tyville oli muodostunut run-
saasti kallussolukkoa. Myös nämä silmut siirrettiin uusille alustoille 27.11. 
ja 14.12. 
 
  
KUVA 11 ´Sariola´ alustalla MS + BAP 1 aloituserästä 22.10.-12. Kolmen viikon 
kuluttua aloituksesta silmut olivat lähteneet hyvin kasvuun. 
 
Myöskään ´Sariolan´ kohdalla uudelle alustalle siirtäminen ei parantanut 
versojen kasvua, vaan kallussolukkoa muodostui runsaasti (KUVA 12) ja 
lehdet jatkoivat ruskettumista sekä kuivumista. Näistäkään versoista ei 
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saatu yhtään elinkelpoista yksilöä jatkokasvatukseen, vaan kaikki poistet-
tiin viljelystä kokeen lopussa 15.1.2013. 
 
 
KUVA 12 Kokeen viimeisenä päivänä 15.1.2013 otettu kuva, jossa on sama 
´Sariola´ -yksilö kuin kuvassa 11. Kallussolukkoa on kasvanut runsaasti 
ja lehdet ovat osittain ruskettuneet.   
1.17 Aloitusalustojen vaikutukset 
´Lepaan Liereän´ ja ´Sariolan´ infektoitumattomat silmut lähtivät kasvuun 
ja viljelyn alku vaikutti lupaavalta. Muutaman viikon kuluttua aloituksesta 
kasvu kuitenkin heikkeni ja lopulta pysähtyi. Versot olivat kitukasvuisia ja 
uudelle alustalle siirtämisen jälkeen niiden kunto heikkeni nopeasti. Tä-
män perusteella voidaan päätellä, että valittu hormoni, bentsyyliaminopu-
riini (BAP), pitoisuutena 1 mg/l oli kasvuun lähdön kannalta sopiva ja 
toimiva. Aloitusalustat sen sijaan osoittautuivat huonoiksi, eikä näin 
kummallakaan lajikkeella ollut edellytyksiä kasvaa niillä normaalisti. MS-
alustaa käytetään usein omenan mikrolisäyksessä kasvualustana ja alustas-
sa käytettävät vitamiinipitoisuudet vaihtelevat runsaasti. Georgen 
(1993/1996, 1039) mukaan on todettu, että suurimmalla osalla MS-alustan 
orgaanisista komponenteista ei ole hyötyä omenan mikrolisäyksessä. Siksi 
vaihtoehtoisesti on käytetty Linsmaierin ja Skoogin vitamiineja. Lisäksi 
on havaittu, että Quorin ja Lepoivren alusta soveltuu tiettyjen omenan pe-
rusrunkojen lisäykseen. 
 
Opinnäytetyössä kokeiltujen aloitusalustojen erot olivat niiden sokeripitoi-
suuksissa ja käytetyssä sokerissa. Sokeri toimii aloitusalustassa hiilihyd-
raatin eli energian lähteenä ja sen vaikutus on tärkeä, sillä kasvien yhteyt-
täminen mikrolisäysviljelyssä on heikentynyttä tai puuttuu kokonaan. So-
keri säätelee lisäksi osmoottista potentiaalia, joka kertoo nesteen ionivä-
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kevyyden, mikä puolestaan osoittaa nesteen eli veden kulkusuunnan ja no-
peuden solukossa. (Haapala & Niskanen 1992, 41.) Alustoissa sokeri oli 
joko sakkaroosina tai fruktoosina ja sokeripitoisuus oli joko 30 g/l tai 15 
g/l. Kirjallisuudesta (Hammerschlag & Litz 1992, 65) löytyy viitteitä, jon-
ka mukaan omenan mikrolisäyksessä sakkaroosipitoisuutena 30 g/l on 
usein käytetty hiilihydraatin lähde alustassa. Sorbitolia on myös käytetty 
hiilihydraattina alustassa, muuta Georgen (1993/1996, 1039) mukaan jois-
sain tapauksissa sorbitoli on aiheuttanut epänormaalia verson kasvua. 
George kuitenkin suosittelee, että omenan mikrolisäysviljelmän aloituk-
sessa kannattaa harkita sakkaroosin korvaamista sorbitolilla, jos aloitus-
vaiheessa ilmenee ongelmia. 
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JOHTOPÄÄTELMÄT 
Opinnäytetyön tavoitteena oli löytää toimiva sterilointimenetelmä sekä 
aloitusalusta kahdelle omenapuulajikkeelle, jotka olivat ´Lepaan Liereä´ ja 
´Sariola´. Ensimmäinen tavoite saavutettiin ja kokeessa käytetty steriloin-
timenetelmä osoittautui riittävän tehokkaaksi eikä vaurioittanut liian pal-
jon käsiteltyjä silmuja. Työn tulosten perusteella aloitusalustat eivät olleet 
soveltuvia näiden omenalajikkeiden silmuviljelmien aloitukseen, sillä yh-
destäkään aloituspalasta ei kasvanut elinvoimaista versoa, jonka olisi voi-
nut siirtää monistusvaiheeseen. Erot aloitusalustojen välillä olivat pienet ja 
kokeen päättymispäivään saakka elossa olleet silmut olivat alustasta riip-
pumatta hyvin huonokuntoisia. 
 
Yksittäistä tekijää, joka olisi vaikuttanut työn tulokseen, on mahdotonta 
määrittää ja luultavasti vaikuttaneita asioita on ollut useampia. Mikrolisä-
yksen onnistumisen kannalta merkittäviä tekijöitä ovat emokasvin ominai-
suudet, jotka vaikuttavat mikrolisäysviljelmän onnistumiseen. Kasviyksi-
lön genotyyppi vaikuttaa siihen, kuinka kasvi reagoi mikrolisäykseen. Yk-
silön geneettisistä eroista johtuen on mahdollista, että kyseinen yksilö ei 
monistu samalla alustalla, kuin useimmat muut saman lajin edustajat. 
(Haapala & Niskanen 1992, 58.) Erityisen merkittävä tekijä on emokasvin 
ikä ja fysiologinen tila. Kasvien kehityksessä voidaan erottaa nuoruusvai-
he, jolloin kasvi ei vielä kykene kukkimaan ja sen fysiologinen tila eroaa 
aikuisen kasvin elintoiminnoista. Fysiologisesti nuorta kasvimateriaalia on 
helpompi mikrolisätä kuin aikuisvaiheessa olevaa. (Haapala & Niskanen 
1992, 58; Hartmann, Kester, Davies & Geneve 2011, 651.)  
 
Lepaan omenatarhassa kasvavat puut, joista työssä käytetty aloitusmateri-
aali kerättiin, on istutettu vuonna 1995. Opinnäytetyöhön aloitusmateriaa-
lia oli saatavilla vain rajoitettu määrä, sillä emokasveja oli leikattu kesä-
kauden aikana, jolloin puista oli poistettu fysiologisesti nuorempia versoja, 
jotka olisivat saattaneet soveltua paremmin mikrolisäykseen, kuin se mate-
riaali, jota työssä lopulta jouduttiin käyttämään. Kasvigeenivarojen säilyt-
tämisen kannalta työ jäljitteli todenmukaista tilannetta, jossa säilytykseen 
haluttava kasviyksilö ei välttämättä ole mikrolisäyksen kannalta ihanteel-
linen tai helposti lisättävä. 
 
Emokasvin kunto vaikuttaa mikrolisäyksen onnistumismahdollisuuksiin. 
Solukkoviljely aiheuttaa kasville stressiä, josta heikkoja paremmin selviy-
tyvät vahvat, terveet ja hyväkasvuiset yksilöt. Monet ulkoiset tekijät ja 
kasvupaikka vaikuttavat myös emokasvin kuntoon ja soveltuvuuteen mik-
rolisäysmateriaaliksi. Erilaista stressitekijöistä, kuten esimerkiksi kuivuu-
desta, tuulesta tai liiallisesta valosta kärsivä kasvi ei menesty yhtä hyvin 
mikrolisäyksessä, kuin hyvällä kasvualustalla kasvava ja muutenkin hyvä-
kuntoinen yksilö. (Haapala & Niskanen 1992, 59.) 
 
Vuodenajalla voi olla merkitystä mikroviljelmän aloituksen onnistumi-
seen. Erot voivat johtua kasvin fysiologisen tilan muutoksista eri vuoden-
aikoina. Kasvi saattaa reagoida mikrolisäykseen eri tavalla, jos aloitusma-
teriaali on lepotilassa tai kasvussa. Vaikutusta voi olla myös sillä, missä 
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kasvusyklin vaiheessa aloitusmateriaali kerätään. (Hartmann ym. 2011, 
650.) Vuodenaika vaikuttaa myös siihen, kuinka hankalaa aloitusmateriaa-
lin puhdistaminen on. Keväällä ja kesällä kerätyssä materiaalissa infektioi-
ta ilmenee merkittävästi vähemmän, kuin syksyllä kerätyissä (Dobránszki 
& Teixeira da Silva 2010). Kirjallisuuden mukaan (Haapala & Niskanen 
1992, 59) monelle kasville suotuisin aloitusaika on aikainen kevät, jolloin 
kasvin talvihorros on päättynyt, mutta lehdet eivät ole vielä puhjenneet. 
Opinnäytetyön kannalta syksy ei välttämättä ollut suotuisa viljelmän aloi-
tusajankohta. Työn tulokseen on voinut vaikuttaa se, että silmut olivat le-
potilassa ja on mahdollista, että tulos olisi ollut toisenlainen, jos koe olisi 
toteutettu aikaisin keväällä silmujen lepotilan päätyttyä ennen lehtien kas-
vuun lähtöä. Opinnäytetyössä aloitusajankohta on osaltaan vaikuttanut 
silmujen merkittävään infektoitumiseen. 
 
Kasvatushuoneen viljelyolosuhteet ovat myös saattaneet vaikuttaa työn 
lopputulokseen. Lepaan mikrolisäyslaboratorion kasvatushuoneessa läm-
pötila on säädetty 24 °C:een, mutta lämpötila saattaa vaihdella asteen läm-
pöisempään tai viileämpään. Huoneen todellinen lämpötila vaihtelee hyl-
lyjen välillä ja riippuen siitä, onko valotus päällä vai ei, lämpötila vaihte-
lee välillä 22–27 °C. Valot ovat päällä huoneessa kello 1–17 välisenä ai-
kana, jolloin valoisaa aikaa vuorokaudessa on 16 tuntia. Georgen 
(1993/1996, 1040) mukaan mikroviljelmien kasvatuslämpötila pidetään 
melko kapealla lämpötila-alueella (22–26 °C) ja yleisimmin käytetty vuo-
rokauden valoisa aika on 16 tuntia. Viljelyhuoneen olosuhteet Lepaalla 
vastaavat yleisimpiä arvoja kirjallisuudessa, mutta siitä huolimatta ei voi-
da rajata pois viljelyolosuhteiden mahdollisia vaikutuksia omenapuun 
mikrolisäyksen onnistumiseen. 
 
Opinnäytetyön tulosten perusteella omenan mikrolisäysmenetelmän kehit-
tämisessä on edelleen paljon jatkotutkimusmahdollisuuksia. Mikrolisäystä 
on syytä kokeilla eri vuodenaikaan esimerkiksi aikaisin keväällä. Erilaisia 
aloitusalustoja on myös hyvä tutkia lisää, kuten Quoirin & Lepoivren -
alustan soveltuvuutta kotimaisille omenalajikkeille. MS-alustalla puoles-
taan on mahdollista kokeilla erilaisia vitamiinipitoisuuksia sekä sakkaroo-
sin korvaamista sorbitolilla. 
 
Mikrolisäysmenetelmän soveltaminen tuo useita säilytysmahdollisuuksia 
omenapuun geenivarantolajikkeille. Mikrolisäyksen avulla geenivaroja 
voidaan säilyttää mikroviljelminä in vitro tai siirtää mikrolisätyt versot 
kryosäilytykseen nestetyppeen. Mikrolisäyksen avulla on myös mahdollis-
ta tuottaa omenapuusta omajuurisia yksilöitä, jotka voidaan istuttaa kent-
tägeenipankkiin. Vartettuihin omenapuihin verrattuna omajuurisuuden 
etuna on se, että talvi- tai tuholaisvaurion sattuessa juuresta kasvaa samaa 
lajiketta menetettyjen kasvinosien tilalle, jolloin haluttu geenivaralajike 
säilyy edelleen. 
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LIITE 1  
 
STERILOINTIMENETELMÄ 
 
1. Hammasharjapesu juoksevan veden alla. 
2. Erisept –saippuapesu (3 tippaa/100 ml) ioninvaihtovedessä, sekoitus 20 
minuuttia. Huuhtelu ioninvaihtovedellä. 
3. Natriumhypokloriittikäsittely: (NaOCl 1,5 % + Tween 20 3 tippaa/100 
ml), sekoitus 20 minuuttia, jonka jälkeen huuhtelu ioninvaihtovedellä. 
4. Preparointi epästeriilisti. 
5. SPA-käsittely: huuhtelu juoksevan veden alla yhden tunnin ajan. 
Seuraavat käsittelyt laminaarivirtauskaapissa. 
6. Alkoholikäsittely; Etax 70 %, kesto 30 sekuntia, huuhtelu steriilissä io-
ninvaihtovedessä. 
7. Natriumhypokloriittikäsittely: (NaOCl 1 % + Tween 20 3 tippaa/100 
ml) sekoitus 10 minuuttia.  
8. Huuhtelu neljä kertaa steriilillä ioninvaihtovedellä. 
9. Preparointi koeputkiin. 
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LIITE 2  
MURASHIGEN & SKOOGIN ALUSTA = MS 
(Murashige, T. & Skoog, F. 1962. A revised medium for rapid growth and bioassays with tobacco tissue cultures. – Physiologia  
Plantarum 15: 473-497. Uosukainen, M. 1997. kontaminaatiot solukkoviljelylaboratoriossa. Maatalouden tutkimuskeskuksen 
julkaisuja. Sarja A 18. 9–17.) 
 
KANTALIUOKSET RAVINTOLIUOS 
Nimike Yhdiste Pitoisuus 
 
ml kantaliu-
osta/l 
Pitoisuus 
mg/l mM 
MS-pääravinteet (MS-makro) g/l 100  
 NH4NO3 
ammoniumnitraatti (hapettava) 
16,5  1650 20,6 
KNO3 
kaliumnitraatti (hapettava) 
19,0 1900 18,8 
CaCl2x2H2O 
kalsiumkloridi (ärsyttävä) 
4,4 440 3,0 
MgSO4x7H2O 
magnesiumsulfaatti 
3,7 370 1,5 
KH2PO4 
kaliumdivetyfosfaatti 
1,7 170 1,25 
MS-hivenaineet (MS-mikro) g/100 ml 1  
 H3BO3 
boorihappo 
0,620  6,2 0,1 
MnSO4xH2O 
mangaanisulfaatti (haitallinen) 
1,690 16,9 0,1 
ZnSO4x7H2O 
sinkkisulfaatti (ärsyttävä) 
0,860 8,6 0,03 
KI 
kaliumjodidi 
0,083 0,83 0,005 
Na2MoO4x2H2O 
natriummolybdaatti 
0,025 0,25 0,001 
Erilliset kantaliuokset 
g/100 ml, mitataan 
pipetillä MS-MIKRO-
kantaliuokseen 
*CuSO4x5H2O 0,025 g 
kuparisulfaatti (haitallinen) 
*CoCl2x6H2O 0,025 g 
kobolttikloridi (myrkyllinen) 
10 ml 
 
 
10 ml 
0,025 
 
 
0,025 
0,0001 
 
 
0,0001 
MS-Fe = WPM-F g/500 ml 5  
Kantaliuokseen punni-
taan joko rau-
ta(II)sulfaatti ja Titri-
plex III  
tai NaFe-EDTA 
FeSO4x7H2O 
rauta(II)sulfaatti (ärsyttävä) 
 
Na2EDTA 
etyleenidiamiinitetraetikkahapon 
natriumsuola = Titriplex III 
(ärsyttävä) 
tai 
NaFe-EDTA, EDTA:n natriumrau-
ta(III)suola 
2,785 
 
 
3,725 
 
 
 
tai 
3,67 
 27,8 
 
 
37,3 
 
 
 
tai 
36,7 
0,1 
 
 
0,1 
 
 
 
tai 
0,1 
MS-vitamiinit g/250 ml 5  
Kantaliuos jaetaan  
5 ml:n eriin, jotka 
säilytetään syväjäässä  
(n. -20 °C). 
tiamiinidikloridi 
(B1-vitamiini) 
0,005  0,1 0,0003 
nikotiinihappo 
(B-vitamini) 
(ärsyttävä) 
0,025 0,5 0,004 
pyridoksolihydrokloridi 
(B6-vitamiini) 
0,025 0,5 0,002 
glysiini (aminohappo) 0,1 2,0 0,027 
Myo-inositoli 
(sokerialkoholi) 
1,0g /100 ml 10 100 
tai punnitaan erikseen 
0,56 
Sakkaroosi (ruokosokeri) punnitaan erikseen 30 g/l 30000 
 
87,6 
pH Tilavuus  n. 4/5 lopullisesta tilavuu-
desta 
5,7  
 Tilavuus  1 litra mittapullossa 
Agar 8,5 g/l punnitaan erikseen, liuotetaan kuu-
mentamalla lämpölevyllä + magneet-
tisekoitus Bacto Peptone 0,27 g/l 
 
